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論文内容要旨
 【目的】
 糖尿病では,広汎な臓器にミトコンドリア(ミ)の形態異常と機能異常が認められる。これま
 で糖尿病に認めるミの形態,機能異常はインスリン作用不足と高血糖によると考えられていた。
 ミDNA異常による糖尿病家系の発見はミ形態,機能異常がミDNA異常による可能性を示唆し
 ている。糖尿病性筋萎縮,筋萎縮を伴う慢性腎不全および糖尿病性脂肪肝を合併する小児IDDM
 の症例の生検筋,生検肝を用いて,ミDNA欠失および呼吸酵素異常の関与を検討した。
 匿方法および結果》
 糖尿病性アミオトロフィー,筋萎縮を伴う慢性腎不全の症例および糖尿病性脂肪肝の症例を対
 象とし,得られた筋標本および肝標本の組織学的,酵素化学的,分子生物学的検討を行った。
 筋生検標本はHE染色所見で全例軽度の筋線維萎縮と筋線維の大小不同を認めた。糖尿病性脂
 肪肝の生検肝標本のPAS染色では核内と細胞質内に著明なグリコーゲン沈着と大脂肪滴で充満
 した明るい肝細胞を認めた。筋ミ呼吸鎖酵素活性のうちNADHcytochromecreductaseの活
 性のみが著明に低下しており,これはミ呼吸鎖の複合体1の著明な活性低下を示唆していた。プ
 ライマーシフトPCR法およびPCRダイレクトシーケンス法にて,塩基番号8213から,7bpの
 同一配列(TCCTAGA)を介して塩基番号13998に連結していることが認められ,ミDNAの
 5778bpの欠失が存在することが明らかになった。この5778bp欠失は,今回検討した対照を含む
 全ての症例において認められ,正常DNAと欠失DNAのヘテロプラスミーで存在することが明
 らかになり,各症例の5778bp欠失DNAの正常DNAに対する比率(DNA欠失率)を測定した。
 欠失ミDNAおよび正常ミDNAに由来するkineticPCRのそれぞれ0.3kbの産物の放射活性を
 測定し,回帰分析によりDNA欠失率を算定した。DNA欠失率はそれぞれ,糖尿病性アミオト
 ロフィーで1L2%,筋萎縮を伴う慢性腎不全の5症例で22.88±15.9%(P<0.01VS正常対照),
 糖尿病性脂肪肝で9.53%および正常対照で2・23±1.2%であり,それぞれの糖尿病症例のDNA
 欠失率は正常対照に比し高値を示した。糖尿病症例全体のDNA欠失率も,19.3±4.7%と正常対
 照に比し高値を示した(P<0.01)。またDNA欠失率は,加齢により指数関数的に増加してゆく
 傾向を認めた。
 K考察】
 糖尿病におけるDNA異常の存在は,糖尿病におけるミ形態,機能異常がミDNA異常に起因
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 している可能性を示唆している。本研究においてDNA欠失の断端には塩基番号8214-8220と
 13991-13997にTCCTAGAの7bpの同一配列が存在しておりHomologousrecombina七ionに
 よりこの5778bpの欠失が生じている可能性が示唆される。また,同欠失領域がコードするND5,
 ND4,ND4L,ND3の欠損は,今回の筋標本のミ呼吸鎖複合体1の活性が低下していたことと
 よく一致する。呼吸鎖複合体1は,NADHの酸化を行い,その時に遊離されるエネルギーを内
 膜のATP合成酵素に伝えADPとPiからATPを合成させる。よって,この5578bpのDNA欠
 失によりミ呼吸鎖complexIの活性の低下が起こり,ミの酸化的リン酸化の機能の低下が生じ,
 筋でのATP産生低下を起こし筋原性の変化をきたした機序も考えられる。
 肝においてミ機能の異常によりATP産生が減少するとβ酸化の障害が生じ脂肪酸の代謝が損
 なわれ,そのため中性脂肪が肝細胞に蓄積し脂肪肝を誘発すると考えられる。本研究の糖尿病性
 脂肪肝症例の生検肝で,他の症例と同一のミDNA5778bp欠失を認めた。この5778bp欠失によ
 る酸化的リン酸化複合体1の活性低下,ATP産生低下から来るミ機能低下,および糖尿病状態
 におけるインスリン作用不足の両方が,本症例の糖尿病性脂肪肝の成因となっていると考えられ
 る。
 糖尿病では酸化ストレスが増加し,合併症の成立,進展に関与することが知られている。糖尿
 病と加齢に伴い増加する酸化ストレスにより誘発されるdeoxyguanosineから8-hydroxy-2-
 deoxyguanosineへの変換がミDNAのミスマッチを生じ,5778bp欠失を惹起する可能性が示唆
 される。本研究により,糖尿病合併症臓器におけるミ機能異常の成因の一つとして,ミDNA欠
 失が初めて明らかになった。
匿結論聾
 筋萎縮を伴う慢性腎不全の5症例,糖尿病性筋萎縮症の1伊L糖尿病性脂肪肝を示すIDDM
 の1例に,5778bpの新しいミトコンドリア遺伝子欠失の増加を初めて明らかにした。糖尿病性
 合併症の成因にミトコンドリアDNA欠失が関与する可能性が初めて示唆された。
 一567一
 審査結果の要旨
 本研究は糖尿病性合併症罹患臓器に認めるミトコンドリアの形態異常,機能異常の成因にミト
 コンドリアDNA異常が関与する可能性を検討した世界で初めての研究である。
 本研究は1)糖尿病性アミオトロフィー,2)筋萎縮を伴う慢性腎不全症例の生検筋,および
 3)糖尿病性脂肪肝を合併する小児IDDM症例の生検肝組織を用いて,標本より調製したDNA
 におけるミトコンドリアDNA欠失の有無をPrimershiftPCR法にて検索した。Primershift
 PCR法にて塩基番号14000と5800の間に約5800bpのDNA欠失の存在を認め,PCRダイレク
 トシーケンシング法で,塩基番号8220と塩基番号13998の連結による5778bp欠失部位を確認し
 た。欠失断端には,TCCTAGAの7bpの直列反復が存在しており,牡omologousrecombination
 により欠失が生じたと,機序を明らかにしている。正常筋組織においても5778bp欠失を認めた
 ので,ミトコンドリアDNA欠失の正常DNAに対する比率を検討した。5778bpDNA欠失率は,
 糖尿病性腎症による慢性腎不全と筋萎縮の症例で22.88±15.9%,糖尿病性アミオトロフィー症
 例で1L2%,糖尿病性脂肪肝症例で9.53%と筋,肝標本ともに対照の2.23±1.2%と比較して高
 値であり,また糖尿病全体としても19.3±4.7%(P<0.01,VS対照)と有意な高値を得た。筋
 ミトコンドリア呼吸鎖酵素活性は複合体1の著明な活性低下を認め,欠失部位がコードする
 ND5,ND4,ND4L,ND3の欠損と一致する。
 本研究の新知見は,1)正常筋DNAにおけるミトコンドリアDNA5778bp欠失の発見,
 2)5778bp欠失が糖尿病性アミオトロフィー,筋萎縮を伴う慢性腎不全症例の筋,および糖尿
 病性脂肪肝で著明に増加する,3)糖尿病性筋萎縮における複合体1欠損の発見である。これま
 で糖尿病性筋萎縮に認めるミトコンドリアの形態,機能異常はインスリン作用不足と高血糖によ
 ると考えられていた。本研究は糖尿病性筋萎縮の成因として,ミトコンドリアDNA損傷,
 5778bp欠失を明快に証明した。
 本研究の成果は,糖尿病状態におけるミトコンドリアDNA損傷,5778bp欠失の蓄積とミト
 コンドリア機能異常の関連性が初めて明らかになったことである。糖尿病の病態の理解に新しい
 視点を提供した本研究は独創的な研究であり,学位に値する。
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